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PA, pyridylamino;  
HPLC, high performance liquid chromatography;  
RP-HPLC, reverse-phase HPLC;  
SF-HPLC, size-fractionation HPLC;  
ESI-MS, electrospray ionization mass;  
MeCN, acetonitrile ;  
Tris, tris (hydroxymethyl) aminomethane;  
TBS, Tris buffer salined. 
MES, 2-morpholinoethanesulfonic acid;  
TFA, trifluoroacetic acid;  
Man, D-mannose;  
Gal, D-galactose;  
Fuc, L-fucose;  
Xyl, D-xylose;  
GlcNAc / GN, N-acetyl-D-glucosamine;  
GalNAc, N-acetyl-D-galactosamine;  
Con A, Concanavalin A;  
CFL, Codium fragile lectin;  
β1-2XylT, β-1,2-xylosyltransferase;  
α1-3FucT, α-1,3-fucosyltransferase ;  
β1-3GalT, β-1,3-galctosyltransferase;  
β1-2GlcNAcT, β-1,2-GlcNAc transferase;  
α-Man’ase, α-mannosidase;  
β-Gal’ase, β-galactosidase;  
β-GlcNAc’ase, β-N-acetylglucosaminidase; 




M1, Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc;  
M2FX, Manα1-3(Xylβ1-2)Manβ1-4GlcNAcβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc;  
M3X, Manα1-6(Manα1-3)(Xylβ1-2)Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc;  
















in vivo 活性の変動等が明らかにされている 1)。 また，ほ乳動物が産生する複合型
N-グリカンの化学構造については，動物種間や組織間で様々な構造多様性が見られ






原ユニット(Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAcβ1-)が結合する（図 1-1）。  








II(α-Man’ase II)4) )や，糖転移酵素 (GlcNAc 転移酵素 I (GnTI)5), β1-3Gal 転移酵素






ることが報告されている。Kang らは，GlcNAc 転移酵素 I (GnTI) を欠損したアラビ
ドプシス変異株では，塩濃度の上昇（130 mM）により根の伸長が顕著に阻害される
ことを見出し，セルロース合成に関与する endo-β1,4-glucanase Korrigan 1 / 













ゲン (Cry j1) で刺激する際に，遊離型植物 N-グリカンを添加すると，Th1 細胞から









図 1-2 植物抗原性糖鎖の糖鎖薬剤への応用利用 
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きており 25-43)	 ， それらレクチンの糖鎖結合特異性から海藻レクチンの医薬産業へ
の応用利用が期待されている。例えば，ミル (Codium) から精製された 15 kDa レク
チンは腫瘍抗原糖鎖	 (Forssman 抗原)に特異的な糖鎖結合性を示すことや 42)，う蝕



























ら，還元末端にルイス a エピトープ ((Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAc)を有する植物複合型
N-グリカン（Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAcβ1-2Manα1-6(Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAcβ1-2 
Manα1-3)(Xylβ1-2)Manβ1-4GlcNAcβ1-4(Fucα1-3)GlcNAc (Gal2F2GN2M3FX)や非還元











	 第２節	 材料及び方法  
	 第１項  材料・試薬  
ヒドラジンはナカライテスク社製のものを用いた。2—アミノピリジンは和光純薬
工業製のものを n-ヘキサン中で再結晶させた後使用した。Dowex 50 x 2（400 メッ
シュ以下）は室町化学社製のものを用いた。Sephadex G-25 (superfine)	 は GE ヘル
スケアバイオサイエンス社製のものを用いた。Cosmosil 5C18-AR-300 カラム
（10×150 mm）及び Cosmosil 5NH2-MS カラム（10×250 mm）はナカライテスク社
製のものを，Shodex Asahipak NH2P-50 4E カラム (4.6×250 mm) は昭和電工社製の
ものを用いた 。Con A-Sepharose はタチナタマメより Con A を精製後，Sepharose 4B 
樹脂に化学カップリングさせて調製した 44) 。α1-2 マンノシダーゼ (α1-2 Man’ase) 
(Aspergillus saitoi)は生化工業社製のものを用いた。α-マンノシダーゼ (α-Man’ase)
（Jack bean），β1-3/6 ガラクトシダーゼ (β1-3/6 Gal’ase) (recombinant) は Sigma 社
製のものを用いた。β-N-アセチルグルコサミニダーゼ (β-GlcNAc’ase) (Dipolococcus 
peumoniae) はべーリンガー・マンハイム社製のものを，α1-3/4 フコシダーゼ 
(α-Fuc’ase)(Streptomyces sp. 142) はタカラバイオ社製のものを用いた。その他の試
薬は特級試薬を用いた。 
 
	 第２項	 海藻，海草及び淡水圏沈水性植物  
	 	 海藻は，広島県廿日市市沿岸部で採取されたものであり，（独）水産総合研究セ
ンター 瀬戸内海区水産研究所から譲渡を受けた。海草のアマモ（Zostera marina 
Linnaeus）は，岡山県瀬戸内市牛窓町沿岸部で採取したものを使用した。なお，ア
マモについては，岡山県から特別採捕許可証を取得した上で採取し実験に供した
（許可番号 特第 24-29 号）。また，淡水圏の沈水性植物オオカナダ（Egeria densa），
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コカナダモ (Egeria dens)，マツモ(Ceratophyllum demersum) は，岡山市あるいは倉敷市
の用水路で採取したものを使用した。採取した後の海藻，海草，淡水圏沈水性植物
（海藻等）は，一部の種類については乾燥させて実験開始までマイナス 80℃で凍
結させて保管した。なお，使用した海藻等の名称と使用重量を表 2-1 に示す。 
表 2-1．使用した海藻等  





Sargassum fusiforme  (ヒジキ) 69.73 g (wet) 
Sargassum fulvellum  (ホンダワラ) 100 g (dry) 
Ishige okamurae Yendo  (イシゲ) 266 g (wet) 
Sargassum horneri  (アカモク) 82.22 g (dry) 
Sargassum autumnale  (アキヨレモク) 67.7 g (dry) 
Sargassum thunbergii  (ウミトラノオ) 26.71 g (wet) 
Sargassum piluliferum (マメタワラ) 40.58 g (wet) 
Red algae 
（紅藻類） 
Gloiopeltis furcata (フクロフノリ) 23.24 g (dry) 
Gracilaria bursa-pastoris  (シラモ) 12.47 g (wet) 
Gracilaria incurvata (ミゾオゴノリ) 67.68 g (wet) 
Hypnea charoides (イバラノリ) 58.30 g (wet) 
Chondrus ocellatus (ツノマタ) 58.73 g (wet) 
Green algae 
（緑藻類） 
Ulva pertusa (アナアオサ) 100 g (dry) 
Codium fragile (ミル) 216 g (wet) 
Seagrass（海草） Zostera marina Linnaeus (アマモ) 50 g (wet) 
Water plant 
（淡水圏 沈水性植物） 
Egeria densa (オオカナダモ) 50 g (wet) 
Egeria dens（コカナダモ） 50 g (wet) 










し，内在タンパク質を変性させた。加熱処理に先だって海藻等を 3～5 cm の幅に切
断し，切断した海藻等の全体が浸る程度（約 200～500 mL）に脱塩水を加えた。冷
却後，加熱処理した試料を 3% ギ酸中でホモジナイズし，ペプシン (100 mg) を添
加して 37℃で 24 時間消化を行った。24 時間後にペプシン (100 mg)を再度加えて，
37℃で 48 時間消化を続けることで，可溶性タンパク質と膜タンパク質からの糖ペ
プチド調製を行った。ペプシン消化後，反応液を 10,160 g (8,000 rpm )，20 分間遠心
分離を行い，得られた上清をロータリーエバポレーターで 100 mL 程度まで濃縮し，
脱塩水（2 L）に対して 4℃で透析を行った後，透析外液をロータリーエバポレータ
ーで約 200mL まで濃縮した。濃縮後，３% ギ酸を加えて pH 3 程度に調整した後，




た。ゲルろ過には，Sephadex G-25 super fine（4.0×85 cm）カラムを用い， 0.1N ア
ンモニア水溶液で展開した。糖ペプチド画分は，フェノール硫酸法 46) により検出
した。すなわち試験管内の試料液から約 200µL を量り取った後に，5%フェノール
水溶液を同量添加し，続いて速やかに濃硫酸を 1mL 添加してよく撹拌した後，470 




第 4 項	 Size-fractionation (SF-) HPLC による糖ペプチドの部分精製  
	 	 ゲルろ過により部分精製した糖ペプチドを 50% アセトニトリル(MeCN)/水に溶
解後，不溶物を遠心分離で除いた後， Cosmosil 5NH2-MS（10×250 mm，Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan ）を付設した HPLC（Hitachi HITACHI L-6200）に供与した。
80% MeCN/0.02%TFA 溶媒でカラムを充分洗浄することで非吸着物質（非グリコシ
ル化ペプチド）を除去した後，20% MeCN/0.02%TFA 溶媒に切り替えて糖ペプチド





第 5 項  糖ペプチドからの N-グリカンの遊離（ヒドラジン分解）  
	 	 部分精製した糖ペプチド凍結乾燥標品に，無水ヒドラジン（約 1ml）を加え，ド
ライアイス/エタノール中で凍結後，減圧封管した。100℃で 16 時間反応を行い，
糖ペプチドから N-グリカンを遊離させた。冷却後，反応溶液をドライアイス/エタ
ノール中で冷却したアセトン（25 mL）に加え糖鎖を沈殿させた後，10,160 g (8,000 
rpm )で 20 分間遠心を行った。遠心分離後，上澄みを除去し， 沈殿として回収した
N-グリカンをデシケーター内で減圧乾固させた。減圧乾固後，飽和重炭酸ナトリウ
ム溶液（10 ml）で糖鎖を溶解後，無水酢酸 (100 µL) を加え，室温で N-アセチル化
を行った。その後，反応液に約 20 mL の陽イオン交換樹脂（Dowex 50×2）を加え







第 6 項  N-グリカンの蛍光標識（ピリジルアミノ化  (PA 化)）47) 
	 	 凍結乾燥した N-グリカンを，400 µL の 2-アミノピリジン試薬（2-アミノピリジ
ン 1.0g を HCl 0.65 mL に溶解させたもの）に溶解後，90℃で 30 分間反応させた。
反応終了後， 40 µL の還元試薬（NaBH3CN 20 mg を蒸留水 12µL に溶解させたも
の）を加えて再封管後，90℃で 1 時間還元反応を行った。還元反応終了後は，脱塩
水 400 µL で希釈した後，ゲルろ過に供与することで余剰の 2-アミノピリジンを除
去した。ゲルろ過には，Sephadex G-25 super fine（2.7×35 cm）カラムを用い，0.1N ア
ンモニア水溶液で展開した。 PA-糖鎖の検出は，蛍光分光光度計（励起波長（Ex）




第 7 項  Reversed-phase (RP) –HPLC による PA-糖鎖の部分精製  
	 	 PA-糖鎖を 500 µL の蒸留水に溶解後，遠心分離 (10,000 g, 5 分間)により不溶物を
除去した。上清を Cosmosil 5C18-AR-300（10×150 mm）を付設した HPLC（Jasco HPLC 
システム）に供与し，含まれる PA-糖鎖を部分精製した。PA-糖鎖の検出には蛍光
分光光度計（励起波長（Ex）310 nm，蛍光波長（Em）380 nm，Jasco 920-FP Intelligent 
Spectrofluorometer）を用いた。PA-糖鎖の溶出は，以下に示す溶媒系とプログラム
を用い，1.2 mL/ min の流速で行った。 
RP-HPLC プログラム  
 0 分 5 分 45 分 46 分 
0.02% TFA-water 100 % 100 % 70 % 100 % 
20%MeCN/0.02%TFA-water 0 % 0 % 30 % 0 % 
 
	 	 N-グリカンの溶出位置は，予め糖鎖標品（M3FX 及び M6B）を用いて溶出位置を
確認した上で，上記プログラム開始後 20 分から 40 分までの 20 分間の溶出画分を
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N-グリカンとして回収した。回収した画分は，ロータリーエバポレーターで濃縮乾
固後，少量 (100 ~ 200 µL) の蒸留水に溶解後, マイナス 20℃で保存した。 
 
第 8 項  Size fractionation (SF) –HPLC による PA-糖鎖の精製  
	 	 RP-HPLC で部分精製した後に凍結乾燥した N-グリカンを 50% MeCN に溶解し，
遠心分離 (10,000 g，5 分間) により不溶性物質を除いた。得られた上清の一部 (70 
µL) を Shodex Asahipak NH2P-50 4E（4.6×250 mm）を付設した HPLC（Jasco HPLC シ
ステム）に供与し，PA-糖鎖の精製を行った。PA-糖鎖の検出には蛍光分光光度計（励
起波長（Ex）310 nm，蛍光波長（Em）380 nm，Jasco 920-FP Intelligent Spectrofluorometer）
を用いた。PA-糖鎖の溶出は，以下に示す溶媒系とプログラムを用い 0.7 mL/ min の
流速で行った。 






第 9 項  グリコシダーゼ消化による PA-糖鎖の構造解析  
	 	 9-1	 α-1,2-Mannosidase (Aspergillus saitoi) 消化  
	 	 	 PA-糖鎖 5 µL (~200 pmol) にα-1,2-Man’ase (Aspergillus saitoi )（0.1 unit /100µl 
H20）5 µL，0.1M クエン酸緩衝液（pH 5.0）30 µL，トルエン 1 µL を加え（反応
液最終量 46 µL），37℃で 24 時間酵素消化を行った。反応は沸騰水中に 5 分間加
温することで停止した。反応停止後，遠心分離（10,000 g, 5 分間）により不溶物
を除去後，上澄みの一部 (~20µL)を SF-HPLC に供与し，反応生成物の分析を行
った。SF-HPLC では，Shodex Asahipak NH2P-50 4E カラム（4.6×250 mm）を使
用し， PA-糖鎖の検出には，蛍光光度計（Jasco 920-FP Intelligent Spectrofluorometer，
 0 分 5 分 45 分 46 分 
80% MeCN 90 % 90 % 50 % 90 % 
20% MeCN 10 % 10 % 50 % 10 % 
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励起波長（Ex）310 nm，蛍光波長（Em）380 nm）を用いた。PA-糖鎖の溶出は，
以下に示す溶媒系とプログラムを用い 0.7 mL/ min の流速で行った。 
 





9-2	 α-Mannosidase (Jack bean) 消化  
	 	 	 PA-糖鎖 5 µL(~200 pmol) にα-Man’ase (Jack bean )（2 unit /100µL H20）10 µL，
0.1M 酢酸緩衝液（pH 4.0）30 µL，トルエン 1 µL を加え（反応液最終量 46 µL），
37℃で 48 時間酵素消化を行った。反応停止および SF-HPLC による反応生成物
の分析については，α-1,2-Man’ase 消化の際と同じ条件で行った。 
 
	 	 9-3	 α-1,3/4 Fucosidase (Streptomyces sp. 142 )消化  
	 	 	 PA-糖鎖 (~200 pmol) に α-1,3/4-Fuc’ase (Streptomyces sp. 142 )（100 µunit /100µL）
5 µL，0.1M MES 緩衝液（pH 6.0）20 µL，トルエン 1 µL を加え（反応液最終量
26 µL），37℃で 24 時間酵素消化を行った。反応停止および SF-HPLC による反
応生成物の分析については，α-1,2-Man’ase 消化の際と同じ条件で行った。 
 
	 	 9-4	 β1-3/6-Galactosidase 消化  
 	  	 α-1,3/4-Fuc’ase 消化物 (~200 pmol) に β1-3/6 Gal’ase (1munit/µL) 3 µL，リン酸




 0 分 5 分 45 分 46 分 
80% MeCN 100 % 100 % 50 % 90 % 
20% MeCN 0 % 0 % 50 % 10 % 
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 9-5	 N-Acetyl-β-D-glucosaminidase (Diplococcus pneumoniae) 消化  
	 	 	 PA-糖鎖 (~200 pmol) にβ-1,2-GlcNAc’ase (Diplococcus pneumoniae)（100 µunit 
/100µL ）5 µL，0.1M 酢酸緩衝液（pH 4.5）35 µL，トルエン 1 µL を加え（反応
液最終量 46 µL），37℃で 48 時間酵素消化を行った。反応停止および SF-HPLC に
よる反応生成物の分析については，α-1,2-Man’ase 消化の際と同じ条件で行った。 
 
第 10 項  エレクトロスプレーイオン化質量分析（ESI-MS）  
 	 	 PA-糖鎖の ESI-MS 分析は，アジレントテクノロジー社製の G6520 型+G4240
型  HPLC-Chip/QTOF 質量分析計を使用して行った。PA-糖鎖の分離には
G4240-62003 Graphitized Carbon Agilent HPLC-Chip を使用した。イオン化モ
ードは，ポジティブモードで行い，イオン化電圧は VCap 1,700 V の設定で実施し
た。試料を 0.1%ギ酸に溶解させた後，0.6 µL/ min の流速で質量分析装置へ供した。
また，CAD スペクトルを測定するのに当たっては，衝突ガスにアルゴンガスを使
用し，衝突電圧は Auto MS/MS モードにより 3.7 V/(100 Da)，Offset 2.5 V で行った。 
 
第 3 節  結果  
第１項	 糖ペプチドの部分精製  
	 	 海藻に発現されている糖タンパク質からの N-グリカンを調製する際，当初は海藻











SF-HPLC に供与し，糖ペプチド（Ishige okamurae Yendo，イシゲ） を部分精製した













Fig. 2-1 SF-HPLC of Glycopeptides Prepared from Ishige okamurae Yendo ( Ishige ) 
The adsorbed fraction eluted by Solvent B was used as glycopeptide-containing fraction. 
 
Column : Cosmosil 5NH2-MS 
Solvent A : 80% MeCN containing 0.02 % TFA 
Solvent B : 20%MeCN containing 0.02 % TFA 
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第２項	 PA-糖鎖の構造解析  
	 	 2-1	 RP-HPLC による PA-糖鎖の部分精製と SF-HPLC による糖鎖  
	 	 	 	 マッピング  
	 	 	 第一項で得られた部分精製糖ペプチド（褐藻７種，紅藻５種，緑藻２種，海草
１種，淡水圏 沈水性植物３種）からヒドラジン分解により遊離した N-グリカン
を PA 化した後，RP-HPLC に供与することで，PA-糖鎖の部分精製を行った。N-
グリカンは，使用した逆相カラム（Cosmosil 5C18-AR, 10×150 mm）では，プログ




精製を行ったクロマトグラムを Fig2-2 に示し，SF-HPLC での溶出プロファイル
を図 2-3 に示す。SF-HPLC による結果から，ほとんどすべての N-グリカンの溶
出位置は，標準ハイマンノース型糖鎖 (Man9-4GlcNAc2-PA)の溶出位置と一致した
ことから， 海藻及び海草が産生する糖タンパク質の N-グリカンは，典型的なハ







2-2 グリコシダーゼ消化および ESI-MS による糖鎖構造解析  
	 	 	 得られた海藻及び海草由来の N-グリカンが典型的なハイマンノース型構造で
































Fig 2-2. RP-HPLC of Pyridylaminated Glycans Prepared from Seaweed, Seagrass 
Glycopeptides. 
 
The PA derivatives eluted from 20 min. to 40 min. were pooled as pyridilaminated 
N-glycans. 
Sargassum fusiforme (Hijiki); B, Sargassum fulvellum (Hondawara); C, Ishige okamurae 
Yendo (Ishige); D, Sargassum horneri (Akamoku); E, Sargassum autumnale 
(Akiyoremoku); F, Sargassum thunbergii (Umitoranoo); G, Sargassum piluliferum 
(Mametawara); H, Ulva pertusa (Aosa); I, Codium fragile (Miru); J, Gloiopeltis furcata 
(Fukurofunori); K, Gracilaria bursa-pastoris (Shiramo); L, Gracilaria incurvata 
(Mizoogonori); M, Hypnea charoides (Ibaranori); N, Chondrus ocellatus (Tsunomata); O, 
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Fig 2-3. SF-HPLC of Pyridylaminated Glycans from Seaweed and Seagrass 
Glycoproteins. 
 
SF-HPLC profiles using a Shodex Asahipak NH2P-50 4E column. Arrows (M9-M4) 
indicate the elution positions of authentic PA-sugar chains (Man9-4GlcNAc2-PA ).A, 
Sargassum fusiforme (Hijiki); B, Sargassum fulvellum (Hondawara); C, Ishige okamurae 
Yendo (Ishige); D, Sargassum horneri (Akamoku); E, Sargassum autumnale 
(Akiyoremoku); F, Sargassum thunbergii (Umitoranoo); G, Sargassum piluliferum 
(Mametawara); H, Ulva pertusa (Aosa); I, Codium fragile (Miru); J, Gloiopeltis furcata 
(Fukurofunori); K, Gracilaria bursa-pastoris (Shiramo); L, Gracilaria incurvata 
(Mizoogonori); M, Hypnea charoides (Ibaranori); N, Chondrus ocellatus (Tsunomata); O, 
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 Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-PA]に収束し，更にこれらの生成物は ナタマメ由来
のα-Man’ase により Man1GlcNAc2-PA (Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc-PA)に収束し
た。フクロフノリ（紅藻）およびアマモ（海草）から得られた N-グリカンについ







確認を行った。Fig. 2-5 には典型例としてアカモク（紅藻）由来の N-グリカンに
ついの ESI-MS スペクトルを示す。（A, m/z 1314.4 [Hex5HexNAc2-PA+H+]; B, m/z 
1476.5 [Hex6HexNAc2-PA+H+]; C, m/z 1637.5 [Hex7HexNAc2-PA+H+]; D, m/z 1800.6 
[Hex8HexNAc2-PA+H+]; E, m/z 1961.6 [Hex9HexNAc2-PA+H+]） 
 

















































































Fig. 2-4. SF-HPLC of Sequential exoglycosidase digests of N-glycans prepared from 
glycoproteins of seaweed (Gloiopeltis furcate, Fukurofunori) and seagrass (Zostera 
marina Linnaeus, Amamo) as typical examples. 
 
	 Glycosidase digests of the pyridylaminated N-glycans were analyzed by SF-HPLC using a 
Shodex Asahipak NH2P-50 4E column. α-1,2-Man’ase, α-1,2-mannosidase digest; 
JB-Man’ase, jack bean α-mannosidase digest. M1-9 indicate the elution positions of authentic 






Zostera marina Linnaeus  
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Fig. 2-5. ESI-MS Analysis of Pyridylaminated N-Glycans from Sargassum horneri  
(Akamoku) Glycoproteins as a typical example. 
 
A, m/z 1314.4 [Hex5HexNAc2-PA+H+]; B, m/z 1476.5 [Hex6HexNAc2-PA+H+]; C, m/z 










































Fig. 2-6 SF-HPLC of Pyridylaminated N-Glycans from Glycoproteins of Egeria dens 
(kokanadamo), Egeria densa (ookanadamo)， and Ceratophyllum demersum (matsumo) .  
 Pyridylaminated N-glycans obtained from water plant glycoproteins were analyzed by 
SF-HPLC using a Shodex Asahipak NH2P-50 4E column. 
  
Retention time (min)!



































































































































Fig. 2-7 SF-HPLC of Exoglycosidase Digests of Pyridylaminated N-Glycans Obtained 
from Egeria densa (ookanadamo) Glycoroteins.  
 Glycosidase digests of the pyridylaminated N-glycans were analyzed by SF-HPLC using a 
Shodex Asahipak NH2P-50 4E column. 
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fusiforme  (ヒジキ)，Sargassum fulvellum  (ホンダワラ)，Ishige okamurae Yendo  (イ
シゲ)，Sargassum horneri  (アカモク)，Sargassum autumnale  (アキヨレモク)，
Sargassum thunbergii  (ウミトラノオ)，Sargassum piluliferum (マメタワラ)），紅藻類
5 種（Gloiopeltis furcata (フクロフノリ)，Gracilaria bursa-pastoris  (シラモ)，Gracilaria 
incurvata (ミゾオゴノリ)，Hypnea charoides (イバラノリ)，Chondrus ocellatus (ツノ
マタ)）緑藻類 2 種（Ulva pertusa (アナアオサ)，Codium fragile (ミル)，海草 1 種（Zostera 
marina Linnaeus (アマモ)）の１５種の海藻および海草を使用した。また，淡水圏に




















物の分泌型糖タンパク質にはルイス a エピトープ [Galβ1-3(Fucα1-4)GlcNAcβ1-] 
含有の N-グリカンをはじめとする植物複合型糖鎖の存在量が多く，ハイマンノース
型糖鎖は種子貯蔵糖タンパク質に結合する場合が多いのと対照的である 2,3) 。また，
陸生植物に見られるルイス  a エピトープを有する複合型 N- グリカン 
(Gal2F2GN2M3FX)や液胞あるいはプロテインボディーに蓄積する糖タンパク質に
結合するパウチマンノース型構造（M3FX）構造の糖鎖は，海藻及び海草が産生す











対照的に，淡水圏で進化した沈水性植物（Egeria densa (オオカナダモ)，Egeria dens 






















































Sargassum fusiforme  ヒジキ + + +++ ++ +++ 
Sargassum fulvellum  ホンダワラ + + + + +++ 
Ishige okamurae  イシゲ ++ + ++ + ++ 
Sargassum horneri  アカモク + + + ++ +++ 
Sargassum autumnale  アキヨレモク + +++ + + + 
Sargassum thunbergii  ウミトラノオ + ++ +++ ++ ++ 
Sargassum piluliferum  マメタワラ + + ++ + +++ 
Red Algae!
（紅藻） 
Gloiopeltis furcata  フクロフノリ +++ ++ + + + 
Gracilaria bursa-pastoris  シラモ ND +++ ++ + + 
Gracilaria incurvata  ミゾオゴノリ + + ++ +++ + 
Hypnea charoides  イバラノリ + + ++ ++ + 




Ulva pertusa アナアオサ ND ND ND ND ND 
Codium fragil  ミル ND ++ ++ ++ ++ 
Sea Grass!
（海草） Zostera marina  アマモ + + + + +++ 
Manβ1-R!Manα1-6!Manα1-2Manα1-2Manα1-3!
     Manα1-2Manα1-6!
Manα1-2Manα1-3!
Manβ1-R!Manα1-6!Manα1-2Manα1-2Manα1-3!
     Manα1-2Manα1-6!
Manα1-3!
Manβ1-R!Manα1-6!               Manα1-2Manα1-3!
     Manα1-2Manα1-6!
               Manα1-3!
Manβ1-R!Manα1-6!Manα1-2Manα1-3!
     Manα1-6!
Manα1-3!
Manβ1-R!Manα1-6!Manα1-3!













+,  15 % of relative amount; ++, 1630; +++, 3145; ++++, 46 % 
Yoshiie, T., Maeda, M., et al. Biosci. Biotechnol. Biochem., 76, 1996-1998 (2012).
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第３章  ミル  (Codium fragile) からのレクチンの精製と糖鎖結合  






子量（20 kDa 以下）の単量体であり，(2) 熱安定性を示し，(3)レクチン活性に金属
イオンを必要とせず，(4) 糖タンパク質糖鎖糖を認識し，単糖には結合性を示さな
い。特に，抗腫瘍活性や抗ウィルス活性を示すものも多く，HIV やインフルエンザ
ウィルスのエンベロープ糖タンパク質に対する EC50 値が nmo/L から pmol/L であ
るレクチンも存在する 36)。これら海藻レクチンのうち，ミルから精製されたレクチ
ンについても幾つかの分子種が報告されている 40-43) 。Codium fragile から精製され





ており 44) ，さらに，ミルレクチンが腫瘍抗原糖鎖である Tn 抗原(GalNAcα-Ser/Thr) ，
Forssman 抗原（GalNAcα1-3GalNAcβ1-3Galα1-4Galβ1-4Glc）にも結合性を示すとの
報告もある 42)。	 最近，堀らは，ミルの一種（Codium barbatum）から新規レクチ
ン（CBA, Codium barbatum agglutinin）を見出し，その精製，遺伝子同定，糖鎖結
合特異性解析を行っている 43)。CBAは 9kDa のポリペプチドがジスルフィド結合で
結合したホモダイマー構造 (18 kDa)を有し，動物型複合型糖鎖に結合特異性を示す。










第２節	 材料及び方法  
第１項	 材料・試薬  
  	 ミル  (Codium fragile) は岡山県瀬戸内市牛窓町沿岸部で採取した。Cosmosil 
5C18-AR-300 カラム（10×150 mm）はナカライテスク社製のものを用いた。
Butyl-Toyopearl は東ソー（株）から，Sephacryl S-200 カラム（2.0 x 105 cm）は
Pharmacia Biotech（現 GE ヘルスケア・ジャパン）から購入したものを用いた。遠
心濃縮用メンブレン Spin-X UF20 (10,000MW)はコーニング社製のものを用いた。ヒ




第２項  ミルレクチン（CFL, Codium fragile lectin）の凝集活性測定  
レクチン活性の検出は，ヒト A 型，B 型，AB 型，O 型の赤血球およびニワトリ
赤血球を用いて，96 穴のマイクロプレート中で行った。まず，ニワトリ及びヒト血
液から 5% (v/v) 濃度になるように赤血球懸濁液を調製した。次いで， マイクロプ
レートウェルに，生理食塩水を 50 µL 加えた後，レクチン溶液 50 µL (50~150 µg)と
5% 赤血球懸濁液を 100 µL ずつ加え，37℃で 1 時間反応させた。凝集の有無につい
ては，目視および顕微鏡観察により確認した。なお，赤血球懸濁液は日ごとに溶血
して正確な測定が難しくなるため，採血後二週間以内の血液を使用した。 





晩乾燥させた。乾燥標品を 0.5 M NaCl を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）に懸
濁し，4℃で 16 時間タンパク質の抽出を行った。抽出液をガーゼろ過した後，遠心
分離（10,160 g，20 分間）を行った。得られた上澄み液に，100% 飽和になるよう
に硫酸アンモニウムを加えて塩析を行った。塩析後，遠心分離（10,160 g，で 20 分
間）により塩析物を回収し，少量の脱塩水に溶解させた後， 1 時間の流水透析を行
い，次いで 20 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）5 L に対して， 4℃で 48 時間（24 時
間後に透析外液を交換）透析を行った。透析終了後，内液に最終濃度が 1.5 M にな
るように硫酸アンモニウムを加えた後，遠心分離（10,160 g	 20 分間）を行い，粗
レクチン画分を得た。 
 
第４項  疎水クロマトグラフィーによるミルレクチンの精製  
	 	 上で得られた粗レクチン画分を，予め 1.5 M 硫酸アンモニウムを含む 20 mM 
Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）で平衡化した Butyl-Toyopearl カラム（4.0×38 cm）に供
与した。同緩衝液でカラムを充分洗浄後，硫酸アンモニウム濃度を 1.5 M から 0 M 
へと直線的に減少させることで，吸着したレクチンを溶出させた。レクチン活性の
測定については，ヒト A 型，B 型，AB 型，O 型およびニワトリ赤血球を用いて，
第 2 項に記した方法で行った。このクロマト操作によりレクチン活性が二つに分画
された(CFL-I, CFL-II) ため，それぞれについて硫酸アンモニウム（100% 飽和）に
よる塩析操作を行った。なお，本操作は低温室（4℃）で行った。 
 
第５項  Sephacryl S-200 によるミルレクチンの精製  
	 	 疎水クロマトで得られた二つのレクチン活性画分について，遠心分離（10,160 g，
20 分間）によりタンパク質を沈降させた後，少量の 0.1 M NaCl を含む 20 mM 
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Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）に溶解後，同緩衝液（5 L）に対して透析（4℃，一晩）
した。透析後，不溶物を遠心分離により除いた後，試料（1 mL）を予め 0.1 M NaCl
を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）で平衡化した Sephacryl S-200 カラム (2 × 
105 cm)に供与し，同緩衝液で展開を行った。カラムは Jasco PU-980 型高速液体ク
ロマトグラフィーシステムに接続し，タンパク質の溶出は 280 nm の吸光度により
追跡した。分子量は，標準タンパク質としてウシ血清アルブミン（BSA, 67 kDa），
卵白アルブミン（OVA, 45 kDa），α-キモトリプシノーゲン（25 kDa），リボヌクレ
アーゼ（13.7 kDa））を用いて推定した。レクチン活性画分は，Spin-X UF20 
(10,000MW) を用いて遠心濃縮を行った。 
 
第６項  SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）  
	 	 SDS-PAGE は，Laemmli の方法 53)にしたがって，スラブ型泳動板を用い，ゲル
組成は濃縮ゲルのついた SDS-トリス-グリシン系を用いた。ゲルろ過で得られたレ
クチン試料 (10 ml)を同量の試料用緩衝液(2%SDS，10% 2-メルカプトエタノール，
10mM Tris-HCl(pH6.8)，40%グリセリン)と混合し， 100℃で 3 分間加熱して SDS
化処理を行った。その後， 20%アクリルアミドゲルを用いて，150V，30mA の定
電流で SDS-PAGE（3 時間）を行った。0.25% クマシーブリリアントブルーR-250 
(CBB R-250)によりゲルを染色後，25%メタノール-7%酢酸を用いて脱色した。分子
量は，バイオラド社製の標準タンパク質（Precision Plus Protein Standards, 250 kDa, 




ゲルから PVDF 膜に転写(45V，定電圧 45 分)した。タンパク質を CBB R-250 で染
色し，エタノールで脱色した後，バンドを切り出しプロテインシークエンサー (島
津社製 PPSQ) により N 末端アミノ酸配列を決定した。 
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第 8 項	 糖鎖アレイ分析 
	 	 精製ミルレクチンの糖鎖アレイ分析は，住友ベークライト株式会社の糖鎖固定ア
レイ法 54)を用いて行った。すなわち，精製ミルレクチン（CFL-I, 0.26 mg ; CFL-II, 1.77 
mg）を 10 mM EZ-Link®Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin（Thermoscientific 社製）を用いて，
0℃で２時間ビオチン化を行った。次いで，ビオチン化レクチンを， 29 種類の糖鎖
を固定したアレイ（糖鎖固定アレイ BS-X1711，住友ベークライト社製）プレート
上に展開した。室温で 15 分間インキュベートした後，リン酸緩衝液 (pH 7.0)で洗浄
し ， 固 定 化 糖 鎖 に 結 合 し な い レ ク チ ン 分 子 を 除 去 し た 。 次 い で ， 
CyTM3-Streptavidin(GE Healthcare 社製) を反応させた後，糖鎖に結合したレク





































第１項	 Codium fragile lectin-I (CFL-I) と Codium fragile lectin-II (CFL-II) の  
	 	 	 	 精製 
Fig. 3-2 に示すように，Butyl-Toyopearl を用いた疎水クロマトにより，二つの
レクチン画分が得られた。それぞれを CFL-I (Codium fragile lectin- I)，CFL-II 
(Codium fragile letin- II) と命名した。CFL-I はヒト A 型，AB 型赤血球およびニワ
トリ赤血球に対して凝集活性を示したが，CFL-II はヒト A 型，B 型，AB 型，O 型
全ての赤血球に対して凝集活性を示したが，ニワトリ赤血球に対しては凝集活性を
示さなかった。また，CFL-I と CFL-II の赤血球凝集活性にも，赤血球凝集体の形態
に違いがあった。次いで，これら二つのレクチン画分をそれぞれ Sephacryl S-300 カ
ラムクロマトに供与して精製を進めた。その結果，CFL-I と CFL-II は分子量を異
にするレクチンであることが明らかになった（Fig. 3-3）。CFL-I の分子量はゲルろ
過および SDS-PAGE で約 40 kDa，CFL-II の分子量はゲルろ過で約 13 kDa ，
SDS-PAGE では 約 12 kDa と算出された。また，ゲルろ過で精製した CFL-I および
CFL-II について，赤血球凝集活性を測定したところ，Fig. 3-4 に示すように，CFL-I
と CFL-II は赤血球凝集活性（レクチン活性）に違いがあることが明らかになった。
CFL-I はヒト A 型，AB 型赤血球およびニワトリ赤血球に対して凝集活性を示した
が，B 型および O 型赤血球には活性を示さなかった。従って，CFL-I は A 型抗原
（GalNAcα1-3(Fucα1-2)Galβ1-3GlcNAc）特異的だと考えられる。それに対して，
CFL-II	 はヒト A 型，B 型，AB 型, O 型全ての赤血球を凝集させたが，ニワトリ赤
血球には活性を示さなかった。従って，CFL-II は  A 型抗原，B 型抗原 
(Galα1-3(Fucα1-2)Galβ1-3GlcNAc)，O 型抗原 (Fucα1-2Galβ1-3GlcNAc)	 抗原いず
れにも結合するか，あるいは血液型抗原ではなく，ヒト赤血球表面特異的に遍在す
る糖鎖を認識していることが考えられた。また，CFL により凝集した赤血球の形態





















Fig. 3-2. Butyl-Toyopearl Chromatography of Crude Proteins obtained from Codium 
fragile. 
Crude proteins dissolved in 20 mM Tris-HCl, pH 8.5, containing 1.5 M ammonium sulfate 
was appled on a Butyl-Toyopearl column, and bound proteins were eluted by decrease of 
concentration of ammonium sulfate in the linear gradient manner. CFL-I, Codium fragile 





















































































Fig. 3-3. Gel-filtration and SDS-PAGE of Codium fragile lectins, CFL-I and CFL-II. 
I. Partially purified two Codium fragile lectins, CFL-I and CFL-II were put on a Sephacryl 
S-200 column (2 x 105 cm) previously equilibrated with 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.5,, and 
developed with the same buffer.  The fractions indicated by double head arrows were pooled. 
II. SDS-PAGE of Codium lectins purified by the gel-filtration. Two Codium lectins purified 





Fig. 3-4. Hemagglutiniating activities of Codium fragile lectins, CFL-I and CFL-II 
 50 µL (about100 µg of protein) was mixed with 50 µL saline and 100 µL of 5% erythrocytes 
suspended in 20 mM TBS, pH 7.8, and incubated 30 min. at 37℃. 
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第 2 項  CFL-I および CFL-II の N-末端アミノ酸配列  
	 	 精製した CFL-I および CFL-II の N-末端アミノ酸配列を分析した結果，CFL-I は
A-P-T-K-L-P-L-(X)-(X)-Y-，CFL-II は F-Q-T-G-I-V-Q-E-S-G-であった。SDS-PAGE 及
びゲルろ過の結果から，CFL-I 及び CFL-II はともに単量体構造であることが分か
っている (Fig. 3-3)。従って，CFL-I と CFL-II は異なるタンパク質，すなわち遺伝
子を異にするレクチンである可能性が考えられた。 
 
第 3 項  CFL-I および  CFL-II の糖鎖結合特異性解析（糖鎖アレイ解析）  
	 	 得られた 2 種のミルレクチン (CFL-I および CFL-II) が,ヒト赤血球凝集活性の特
異性を異にすることから，これら 2 種レクチンは糖鎖結合特異性を糖鎖アレイ分析
により解析した。住友ベークライト社製の糖鎖固定化アレイを用いて，2 種のビオ
チン化 CFL-I および CFL-II を固定化糖鎖に結合させた後，蛍光標識アビジンを用
いて結合したレクチンを検出した。その結果，Fig. 3-5 (CFL-I)，Fig. 3-6(CFL-II) に
示 す よ う に CFL-I お よ び CFL-II は 何 れ も  A 型 抗 原 糖 鎖 
(GalNAcα1-3(Fucα1-2)GlcNAc)のみに結合特異性を示し，CFL-II は B 型抗原，O 型
抗 原 に は 結 合 性 は 示 さ な か っ た 。 従 っ て ， CFL-II の ヒ ト B 型 
(Galα1-3(Fucα1-2)GlcNAc)，O 型 (Fucα1-2GlcNAc)赤血球凝集活性は，血液型抗原
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Fig. 3-5. Glycoarray analysis of Codium fragile lectin-I (CFL-I)  
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Fig. 3-6. Glycoarray analysis of Codium fragile lectin-II (CFL-II) 
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第４節	 考察 
	 	 本章では，緑藻であるミル (Codium fragile) に注目して，レクチンの精製と糖鎖










精製と糖鎖結合特異性が報告されている	 Codium fragle レクチンについて，糖鎖結
合特異性，タンパク質構造に関する詳細な情報を得ることを目的とした。その結果，
2 種類のミルレクチン（CFL-I, CFL-II）が精製され，CFL- II は 12 kDa の分子量を
持つ既報のレクチンであったが，CFL-I は 40 kDa の分子量を持つこれまでに報告
のない新規レクチンであった。興味深いことに，CFL-I と CFL-II ではヒト赤血球に
対する凝集活性が異なり，CFL-I は A 型と AB 型赤血球およびニワトリ赤血球に対
して特異的な凝集活性を示した。それに対して，CFL-II は A 型，B 型，AB 型，O
型全ての赤血球に対して凝集活性を示したが，ニワトリ赤血球に対しては活性を示
さなかった。また，CFL-I の N 末端配列が A-P-T-K-L-P-L-(X)-(X)-Y-であるのに対
して，CFL-II のそれは F-Q-T-G-I-V-Q-E-S-G-であった。一方，ゲルろ過と還元条件
下での SDS-PAGE との結果から，CFL-I，CFL-II はどちらもモノマー構造を有する
ことが明らかとなり，この二つのミルレクチン分子はタンパク質構造的にも異なる




	 	 赤血球凝集活性が異なることから，CFL-I と CFL-II の糖鎖結合特異性に違いがあ
ることが推察されたため，糖鎖マイクロアレイを用いた糖鎖結合特異性を解析した。

























	 褐藻類 7 種（Sargassum fusiforme  (ヒジキ)，Sargassum fulvellum  (ホンダワラ)，
Ishige okamurae Yendo  (イシゲ)，Sargassum horneri  (アカモク)，Sargassum autumnale  
(アキヨレモク)，Sargassum thunbergii  (ウミトラノオ)，Sargassum piluliferum (マメタ
ワラ)），紅藻類 5 種（Gloiopeltis furcata (フクロフノリ)，Gracilaria bursa-pastoris  (シ
ラモ)，Gracilaria incurvata (ミゾオゴノリ)，Hypnea charoides (イバラノリ)，Chondrus 
ocellatus (ツノマタ)）緑藻類 2 種（Ulva pertusa (アナアオサ)，Codium fragile (ミル)，









知られており，HIV ワクチン開発のターゲットとなっているため，抗 HIV 抗体作成
への利用が可能である。一方，淡水圏で生育する沈水性植物（Egeria densa (オオカナ















	 次いで，緑藻類であるミル (Codium fragile) に着目して，レクチンの精製と糖鎖結
合特異性解析を行った。ミルからタンパク質を抽出した後，疎水クロマトとゲルろ過
により２種のレクチン，CFL-I と CFL-II を精製した。CFL-I はヒト A 型，AB 型赤血
球とニワトリ赤血球を特異的に凝集させたが，B 型および O 型赤血球に対しては凝集
活性を示さなかった。それに対して，CFL-II はヒト A 型，B 型，AB 型，O 型全ての
タイプの赤血球を凝集させたが，ニワトリ赤血球に対しては凝集活性を示さなかった。
これらのことから，CFL-I と CFL-II の糖鎖結合特異性は異なることが推察された。
CFL-I と CFL-II の分子量は，還元条件下の SDS-PAGE で，それぞれ 40 kDa および
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